






















1.2 葡聚糖竞争抑制 ELISA 方法的建立
1.2.1 方阵法确定抗原包被浓度和抗体的工作浓度
将 Dextran T40- OVA 交联物按 2.5、5、10、20μg/mL 横向
包被酶标板，每孔 100μL（纯化的抗体经适当稀释后与梯度稀
释的标准葡聚糖溶液各 50μL），37℃，过夜。用封闭液（10%正
常人血清） 封闭 2h；每孔加入不同稀释度的多抗 100μl（1：
1000……1：128000），同时设立阳性、阴性对照，37℃放置 1h；
用 PBST 洗涤液洗 3 次后,加羊抗兔酶标二抗，37℃放置 1h；再
用 PBST洗 3 次，加入 OPD底物溶液，37℃避光放置 15min；加
终止液（2MH2SO4 溶液）终止反应。酶标仪读取 OD490 结果，
根据 OD490 值及具体情况确定包被浓度和抗体的工作浓度[4]。
1.2.2 葡聚糖竞争抑制 ELISA 方法的建立
应用葡聚糖多克隆抗体，建立葡聚糖抑制竞争 ELISA 法
[5]。以 Dextran 40- OVA 交联物最佳包被浓度 5μg/ml 包被 96
孔板，设阳性、阴性对照。抗体为确立的最佳稀释度（1：8000），
标准竞争抑制物为梯度稀释的葡聚糖，进行板内竞争反应 1h，
其他步骤同上述间接 ELISA 方法 [3]。根据酶标仪读取 OD490
的数值，计算抑制率，以抑制率（A 标 /A0×%）为纵坐标，以抑
制浓度为横坐标，绘制葡聚糖标准曲线。
1.2.3 葡聚糖竞争抑制 ELISA 方法[6]检测原糖样本




内竞争反应 1h，其他步骤同上述间接 ELISA 方法。根据酶标仪
读取 OD490 的数值，计算抑制率，作出标准曲线。
同时以 Dextran 40- OVA 交联物最佳包被浓度 5μg/ml
包被 96 孔板，设阳性、阴性对照。抗体为确立的最佳稀释度（1：
8000），用原糖样本作为竞争抑制物，进行板内竞争反应 1h，其






素相同的情况下，在包被浓度 5μg/ml，稀释度为 1：8000 时，
OD490 值为 1.365。
根据 OD值应在 1.0~1.5 之间，且包被抗原及单抗用量少
的原则，我们选择包被浓度为 5μg/ml，抗体的稀释度为 1：
8000。
2.2 葡聚糖竞争 ELISA 标准曲线的建立
标准葡聚糖抑制浓度按 1024μg/ml 倍比稀释，用已经建
立的 ELISA 方法做间接竞争抑制 ELISA 检测，实验结果表
明，当葡聚糖浓度大于 512μg/ml 时，反应完全被抑制；当葡聚
糖浓度小于 0.06μg/ml 时，反应几乎不被抑制。
葡聚糖多克隆抗体竞争抑制 ELI SA 检测方法的建立
曾练强 1，王生育 2，李雨虹 1，颜江华 2，黄霄红 2，梁达奉 1，3
（1 .广州甘蔗糖业研究所 / 广东省甘蔗改良与生物炼制重点实验室，广东 广州 51 031 6；2.厦门大学医学院，福
建 厦门 361 005；3.广东工业大学轻工化工学院，广东 广州 51 0009）
【摘 要】 采用广州甘蔗糖业研究所和厦门大学共同研制的抗葡聚糖多克隆抗体和 DEX- OVA 交联的免疫原，确定了最
佳的抗原包被浓度为5ug/ ml，最佳的多抗工作浓度为 1：8000。建立了竞争抑制 ELISA 定量检测葡聚糖的方法，并尝试了对原糖
样本的检测。
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表 1 Dextran 40- OVA 包被浓度与抗体稀释度的筛选
以葡聚糖标准品浓度为横坐标，以抑制率（A 标 /A0×100）
为纵坐标绘制标准曲线，取线性关系良好的范围作曲线，见图
1。数据用 EXCEL分析，曲线拟合方程为 y=- 5.9409x+94.618，
相关系数 R2=0.9951。
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